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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá fotokatalytickým účinkem oxidu titaničitého a UV záření 
na kvasinkách. V teoretické části je nastíněn mechanismus působení oxidu titaničitého a jeho 
aplikace v různých odvětvích. 
Na kvasince Hansenula anomala byl sledován mikrobicidní účinek oxidu titaničitého ve 
spojení s UV zářením v průtočném reaktoru. Po zjištění vhodného průtoku byly voleny různé 
počáteční koncentrace buněk. Pro zvýšení účinku bylo do systému vneseno stříbro, které, jak 
bylo v mnoha studiích uvedeno, snižuje čas potřebný pro usmrcení mikroorganismů. Po 
vykonání plánovaných úkolů byla získaná data vyhodnocena 
 
 
Klíčová slova: Oxid titaničitý, Fotokatalýza, antibakteriální účinek, Hansenula anomala, 
                         Stříbro 
 
 
 
ABSTRACT 
This diploma thesis focuses on the photocatalytic effect of titanium dioxide and ultraviolet 
light on the yeasts. Theoretical part shows the effect of titanium dioxide and aplication in 
various branches. 
Antibacterial effect of titanium dioxide iluminated by ultraviolet light was observed in the 
flow tube reactor on the yeast Hansenula anomala. After adjusting the optimal flow rate 
experimented with different inicial concentration of yeast cells. To increase desired effect also 
silver was used in the photocatalytic system. As observed in many previous studies, silver 
decreases the time needed for killing the microorganisms. The optained date were analysed. 
 
 
Key words: Titanium dioxide, Photocatalysis, Antibacterial effect, Hansenula anomala, 
                     Silver 
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1 ÚVOD 
Znečišťování životního prostředí a destrukce celosvětového rozsahu naléhavě volá po 
nové, k životnímu prostředí ohleduplné, finančně nenáročné čisticí chemické technologii. 
Civilní, komerční a ochranné sektory rozvinutých a rozvojových zemí jsou vystaveny 
obrovským problémům, souvisejícím s životním prostředím a s nebezpečnými odpady, 
kontaminovanými podzemními vodami a kontrolou nebezpečných kontaminantů v ovzduší. 
Fotokatalytická oxidace organických sloučenin je významnou šancí pro aplikace v životním 
prostředí a zvláště pro kontrolu a možný rozklad nebezpečných odpadů. Fotokatalýza je velmi 
atraktivní metoda čištění, protože způsobuje přeměnu organických látek na oxid uhličitý a 
vodu. 
Fotokatalytický proces je poměrně mladá technologie, objevená teprve v posledních 
desetiletích. Roku 1972 Fujishima a Honda prokázali, že voda může být rozložena bez 
elektřiny, pouze využitím záření. Ollis a jeho spolupracovníci dokázali, že fotokatalýza na 
polovodiči může být použita jako metoda čištění vody. Od té doby byly zkoumány 
fotokatalytické reakce pro širokou škálu látek. 
AOPs (Advanced Oxidation Processes), do nichž řadíme i fotokatalytickou oxidaci, jsou 
často upřednostňovány před adsorpčními nebo biologickými procesy. A to především 
z následujících důvodů: v těchto procesech jsou kontaminanty zničeny, nikoli přeneseny k 
dalšímu médiu, a dále nezůstávají žádné zbytky (např. vytvořený kal či využité uhlí), 
vyžadující další operace. V posledních letech se výzkum zaměřený na nové metody čištění 
vod přeorientoval z procesů zahrnujících fázi přesunu kontaminantů směrem k procesům 
zahrnujícím chemickou destrukci těchto kontaminantů.  
Fotokatalytický proces má množství výhod: většina organických složek rozpuštěných ve 
vodě může být kompletně mineralizována; rychlost reakce je relativně vysoká, pokud může 
být použit katalyzátor s velkým povrchem; titaničitan je dostupný a cenově nenáročný; UV 
lampy, vyzařující spektrální oblast potřebnou k iniciaci fotokatalytické oxidace, jsou dobře 
známy a jsou vyráběny v různých typech; probíhá vývoj reaktorů využívajících slunečního 
záření. 
V průmyslu se začínají vyvíjet výrobky, které mají fotokatalytické vlastnosti. Mezi 
významné oblasti, v nichž výzkum a vývoj již pokročil, patří čištění vody a ovzduší, 
antibakteriální charakteristika fotokatalyzátoru, samočisticí efekt či výzkum ničení rakoviny. 
Oxid titaničitý a účinek, který může vyvolat, není i přes svou rozkladnou vlastnost 
všelékem. Ale jak již uvedeno, spektrum jeho využití je velmi široké. Prospěch, který z něj 
plyne, tedy není zdaleka zanedbatelný. 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem této diplomové práce bylo vypracovat literární rešerši na témata fotokatalytická 
inaktivace mikroorganismů. Dalším úkolem bylo prostudovat fotokatalytickou inaktivaci 
kvasinky Hansenula anomala v průtočném reaktoru. Ke stanovení životaschopnosti tohoto 
mikroorganismu použít nepřímou metodu. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Fotokatalýza 
Základní fotochemické děje probíhající při ozáření fotoaktivního polovodiče jsou nyní 
vcelku dobře postiženy a dokumentovány několika studiemi. Fotokatalýza může být 
definovaná jako zrychlení fotoreakce přítomným katalyzátorem2. Hlavní hnací sílou tohoto 
procesu je fotogenerace elektronů a děr během fotokatalýzy, které se rekombinují za 
současného uvolňování tepla. Ale v přítomnosti adsorbovaného kyslíku a elektron donorů, 
dochází k vytváření peroxy a hydroxy radikálů. Takto vzniklé hydroxylové radikály jsou 
velmi silnými oxidačními činidly, která rozkládají znečištění až na oxid uhličitý a vodu7. 
 
3.1.1 Princip fotokatalýzy 
Nejčastěji používanými fotokatalyzátory jsou polovodiče s vhodnou kombinací 
požadovaných vlastností, jako jsou absorpce světelného záření, přenos náboje, životnost 
excitovaných stavů a elektronová struktura1. V tuhé látce jsou energetické hladiny elektronů 
seskupeny do energetických pásů (pásy zakázaných a dovolených energií). Nejvyšší zaplněný 
energetický pás je nazýván valenčním (VB) a nejnižší neobsazený vodivostním pásem (CB). 
Energeticky rozdíl mezi hranami těchto pásů udává parametr nazývaný zakázaný pás (Eg). 
Právě šířka zakázaného pásu je jednou z velmi důležitých charakteristik a určuje povahu tuhé 
látky. Šířka zakázaného pásu v rozmezí 0,5–3 eV přísluší polovodičům, hodnota vyšší než 
3 eV izolantům2. 
Pokud fotokatalyzátor absorbuje záření (foton) o energii vyšší nebo rovné šířce zakázaného 
pásu, pak dochází k excitaci elektronu z valenčního pásu do vodivostního a zároveň se 
vygeneruje díra h+ ve valenčním pásu. Elektron a díra mohou rekombinovat na povrchu nebo 
v objemu částice během několika nanosekund za současného uvolnění energie ve formě tepla. 
Pokud je vhodný akceptor nebo donor absorbován na povrchu částice nebo se nalézá v její 
těsné blízkosti, může docházet k redoxní reakci (Obr. 1). Redukce bude probíhat v případě, 
bude-li energie na spodním okraji valenčního pásu větší než redukční potenciál redukovaných 
částic. Oxidace proběhne pouze tehdy, když bude horní okraj valenčního pásu níž, než energie 
oxidačního potenciálu oxidovaných částic3. 
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Obr. 1 Schéma heterogenního fotokatalytického procesu probíhajícího na ozářeném polovodiči. 
Valence Band, valenční pás; Conduction Band, vodivostní pás; Energy gap, energie 
zakázaného pásu; D, donor elektronů; A, akceptor elektronů; light, záření4 
 
 
U polovodičů jsou nositeli záporného náboje elektrony, které přešly do neobsazeného 
vodivostního pásu a nositeli kladného náboje jsou elektronové díry, nebo-li vakance, vzniklé 
uvolněním elektronových hladin ve valenčním pásu.  
 
3.2 Oxid titaničitý jako fotokatalyzátor 
Oxid titaničitý samotný je velice rozšířen v našem běžném životě. Je široce používán 
v barvách, v keramickém průmyslu, kosmetickém průmyslu, potravinových doplňcích apod. 
Typ oxidu titaničitého používaný pro tyto účely se liší od toho, který je využíván jako 
fotokatalyzátor. Ale ve všech případech, je TiO2 polovodičem a je chemicky aktivován 
světelnou energií. Fotoaktivita TiO2 zapříčiňuje, že rozkládá organické materiály, které s ním 
přicházejí do styku. Tento jev může být nežádoucí (např. zkřídovatění barvy), ale hraje i 
pozitivní roli (rozklad materiálů podle naší volby). V důsledku své fotoaktivity je tedy široce 
využíván pro fotokatalytické reakce, nejvhodnější je ve své anatasové krystalické 
modifikaci5. Jako polovodič vyhovuje mnohem lépe než ostatní známé polovodiče, a to, pro 
svou polohu energetických pásů2. 
Jedním z nejpoužívanějších komerčních typů fotokatalytického oxidu titaničitého se stal  
P–25, jež je vyráběn německou společností Degussa6, P–25 je směsí 30 % rutilu a 70 % 
anatasu. Vhodnost pro použití oxidu titaničitého ve fotokatalytických reakcích určují hlavně 
tyto vlastnosti: vysoká účinnost, fotostabilita, netoxicita, nerozpustnost ve vodě, 
nefotokorozivitou, cenová dostupnost7. 
Katalytická aktivita oxidu titaničitého je dána především velikostí jeho částic, povrchovou 
plochou, schopností adsorbovat látky, distribucí pórů a krystalickou formou. 
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3.2.1 Modifikace oxidu titaničitého 
V přírodě se nachází ve třech krystalických modifikacích5: 
 anatas – stabilní při nižších teplotách, tetragonální krystalická struktura, šířka 
zakázaného pásu je 3,23 eV (toto odpovídá UV záření o vlnové délce 388 nm), 
 rutil – stabilní při vysokých teplotách, tetragonální krystalická struktura, šířka 
zakázaného pásu 3,02 eV (UV záření s vlnovou délkou 423 nm), 
 brookit – obvykle přítomna pouze v minerálech, ortorombická krystalická struktura. 
 
Brookit se pro fotokatalytické účely nevyužívá. Anatas byl shledán ve většině případů jako 
fotokatalyticky aktivnější než rutil, což může být způsobeno rozdílem ve struktuře jejich 
energetických pásů. 
Energie valenčního pásu pro anatas a rutil jsou podobné a mají velice nízkou hodnotu 
v energetickém diagramu, což znamená, že díry ve valenčním pásu mají vysoký oxidační 
potenciál. Energie vodivostního pásu rutilu je blízká potenciálu, který je potřebný pro 
elektrolytickou redukci vody na plynný vodík. Pro anatas je tato energie vyšší, což znamená, 
že elektrony mají vyšší redukční schopnost a může probíhat velice důležitá reakce, která 
zahrnuje elektrolytickou redukci molekulárního kyslíku (O2) na superoxidový radikál ( ). −•2O
Ten je téměř tak důležitý jako díry a hydroxylové radikály při degradaci organických 
sloučenin8. 
 
3.2.2 Reakce na povrchu oxidu titaničitého 
Ozařováním částic TiO2 UV zářením s vlnovou délkou pod 400 nm se uskutečňuje 
v polovodiči generování páru elektron/díra. Dochází k velmi rychlé rekombinaci elektronů a 
děr, a proto je důležité, aby se na povrchu tohoto fotokatalyzátoru vyskytovaly naadsorbované 
OH skupiny (donory) pro generované díry a molekuly O2 (akceptory) pro elektrony (Obr. 2). 
Nezbytná je tedy přítomnost předadsorbovaných donorů a akceptorů pro účinné zachycení 
nosičů náboje, což úzce souvisí s adsorpční a desorpční rovnováhou. 
 
 
 
Obr. 2 Schéma procesů probíhajících na povrchu a uvnitř polovodičové částice při fotochemické 
mineralizaci organické molekuly kyslíkem 
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Elektrony redukují adsorbovaný kyslík za vzniku superoxidových radikálů ( ). Díry 
oxidují OH skupiny na hydroxylové radikály , které jsou hlavními oxidačními činidly. 
Heterogenní fotokatalytický proces je komplex reakcí, které mohou být vyjádřeny 
následujícími rovnicemi
−•
2O
•HO
9: 
( )→⎯→⎯ +vb–cb22 h,cTiOTiO hν rekombinace (1) 
+•+ ++→+ HHOTiOOH)(hTiO ads2ads2vb2  (2) 
•+ +→+ ads2–adsvb2 HOTiOHO)(hTiO  (3) 
++ +→+ ads2adsvb2 DTiOD)(hTiO  (4) 
oxidads DDHO →+•  (5) 
–
ads2ads
–
cb2 ATiOA)(eTiO +→+  (6) 
A, zde představuje akceptor elektronů a D donor elektronů. Ve většině případů dochází 
k úplné mineralizaci organického substrátu na CO2 a H2O. Akceptorem je rozpuštěný O2, 
který je transformován na superoxidový anion radikál ( ), který může způsobit další tvorbu 
radikálu : 
−•
2O
•HO
•+ +→++ 222–cb2 HOTiOHO)(eTiO ads +• +HO –2  (7) 
22
–
cb22 OHH)(eTiOHO →++ +•  (8) 
2222 OOH2HO +→•  (9) 
–
2
–
222 HOOHOOOH ++→+ ••  (10) 
•→+ 2HOOH 22 hν  (11) 
––
cb222 HOHO)(eTiOOH +→+ •  (12) 
Mnoho organických molekul může být fotokatalyticky oxidováno a mineralizováno podle 
následující obecné rovnice: 
kyselina minerálníOHCOOmolekula organická 22
polovodič,E  
2
g ++⎯⎯⎯⎯⎯ →⎯+ ≥hν  (13) 
 
 
3.2.3 Imobilizované a mobilizované formy fotokatalyzátoru 
Fotokatalyzátor lze použít buď ve formě imobilizované (nesený na inertním nosiči), nebo 
ve formě mobilizované (suspenze). Efektivita fotokatalytického reaktoru s nepohyblivým 
fotokatalyzátorem byla shledána nižší než použití dispergovaných částic oxidu titaničitého. 
A to z důvodu větší reakční plochy povrchu dispergovaných částic oproti částicím 
imobilizovaným. Pro praktické použití je ale výhodnější katalyzátor imobilizovaný, protože 
nevyžaduje přídavný separační proces pro jeho obnovu. Aplikace jemného práškového TiO2 
je technicky těžko použitelná, jelikož prášek může být lehce vymyt. K eliminaci tohoto jevu 
je nezbytné vytvoření dodatečného zařízení, které však způsobí zdražení procesu. Přídavný 
separační krok k obnově katalyzátoru, kupříkladu z čištěné vody, je z technického hlediska 
obtížný a cenově nedosažitelný7. 
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Mezi důležité faktory imobilizovaného fotokatalyzátoru patří jeho tloušťka. Je-li vrstva 
katalyzátoru příliš silná, většina elektronů a děr je generována poměrně hluboko v polovodiči 
a nikdy se nedostane k povrchu; proto odpadá jejich účast na reakci. Naopak, bude-li vrstva 
katalyzátoru příliš tenká, jen velmi málo vyzářeného záření bude polovodičem absorbováno; 
tím se opět sníží účinnost celé fotokatalýzy. 
Probíhá studium upevnění fotokatalyzátorů na různé pevné podklady, jako jsou např. stěny 
reaktorů, aktivní uhlí, kovová zrna, krystaly, zeolity nebo skleněná vlákna10. 
 
3.2.3.1 Způsoby imobilizace 
Příprava filmů se uskutečňuje nejčastěji dvěma způsoby9: 
1. Fyzikální způsob, při kterém dochází k fixaci TiO2 částic k povrchu nosiče použitím 
vhodného pojiva, 
2. Chemický způsob, při kterém se sloučenina obsahující daný kov (nejčastěji alkoxid 
kovu) váže přímo k povrchu nosiče a zde tvoří fotoaktivní oxid. Tato metoda se 
nazývá sol-gel proces. Sol-gel proces se používá na přípravu fotoaktivních vrstev 
katalyzátorů při nízkých teplotách. Základní složky těchto vrstev tvoří organokovové 
sloučeniny, nejčastěji se jedná o alkoxidy kovů nebo koloidní roztoky kovů. Při sol-
gel procesu dochází k fázové přeměně solu (její základ tvoří některá z titaničitých solí) 
na gel působením atmosférické vlhkosti. Přístup vody ze vzduchu iniciuje gelaci solu, 
která spočívá v hydrolýze solu, a tím vede k vytvoření kovalentních vazeb –Ti–O–Ti–. 
Poté následuje termický proces přeměny gelu na oxid titaničitý. Mezi výhody této 
metody patří hlavně možnost přípravy materiálů mimořádné čistoty, homogenity a 
složení, jichž nelze klasickými metodami dosáhnout. Vrstva oxidu titaničitého 
nanesená na trubice reaktoru, použité v následující experimentální části, byla 
připravena dodavatelem právě pomocí sol-gel procesu. 
 
3.2.4 Systém Ag/TiO2 
Fotoaktivita TiO2 je silně ovlivněna přítomností vzácného kovu například stříbra. Stříbro 
má dobrou baktericidní schopnost samo o sobě a může proto také hrát roli asociováno na 
povrchu oxidu titaničitého11. Nanesení Ag+ na povrch oxidu titaničitého může způsobit 
vytvoření vysoce efektivního desinfekčního materiálu. Během fotokatalýzy může být 
rekombinace párů elektron-díra na povrchu TiO2 zpomalována Ag+, který je elektron 
akceptorem12. 
Když je pevná nosná látka obsahující stříbro umístěna v suspenzi, Ag+ uvolněné z povrchu 
je schopno usmrtit bakterie. Je vhodné mít systém, který může postupně uvolňovat Ag+ , tedy 
zvyšovat životnost substrátu13. Baktericidní aktivita po připojení stříbra k TiO2 obrovsky 
stoupá. 
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3.3 Zdroje záření 
Oblast záření nejčastěji využívaná ve fotochemii se pohybuje v rozmezí 100–1000 nm. 
Avšak pro fotoiniciaci fotokatalyzátoru je vhodná blízká UV oblast, která má rozpětí 
vlnových délek od 200 do 400 nm (Obr. 3). Elektromagnetické záření v rozmezí 100–400 nm 
je nazýváno ultrafialovým zářením. Můžeme jej popsat jako vacuum UV (100–200 nm), 
UV-C (200–280 nm), UV-B (280–315 nm) a UV-A (315–400 nm). 
Jako zdroje fotochemicky aktivního záření jsou používány světelné zdroje, které můžeme 
rozdělit na tepelné a výbojové. Tepelným zdrojem je sluneční záření, tedy zdroj přírodní, a 
různé lampy, které jsou zdroji umělými. Výbojové zdroje přírodní jsou luminiscenční 
(bioluminiscence), mezi výbojové umělé patří výbojky14. 
 
 
 
Obr. 3 Druhy záření15 
 
 
3.3.1 Tepelné zdroje 
Podstatou tepelného zdroje je přeměna tepelné energie na energii elektromagnetického 
záření. Protože kmitající částice záření (elektrony, atomy, molekuly) mají různou energii, je 
emisní spektrum tepelných zdrojů spojité a s menšími odchylkami pro ně platí zákony záření 
absolutně černého tělesa. 
V praxi jsou nejrozšířenějšími tepelnými umělými zdroji žárovky. V žárovkách světelné 
záření emituje elektrickým proudem rozžhavené kovové vlákno (Os, W, Ta) umístěné 
v inertní atmosféře (argonové, dusíkové). Pro svůj vysoký podíl záření v infračervené oblasti 
jsou tepelné zdroje nevýhodné pro fotochemické experimenty14. 
Ultrafialové záření obsaženo ve slunečním záření je jen velmi malou částí celého 
slunečního spektra. Tvoří mezi 3,5% a 8% z celkového slunečního záření, tato naměřená 
hodnota může být různá pro danou lokalitu v závislosti na oblačnosti. Mraky pozměňují 
celkovou UV energii docilující zemského povrchu, ale vlnová délka není ovlivněna16. 
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3.3.2 Výbojové zdroje 
Zdrojem záření jsou elektronově vybuzené částice náplně výbojky, které se stabilizují 
vyzářením přebytečné energie. Tyto výbojky vykazují vysokointenzivní záření, vznikající při 
průtoku elektrického proudu kovem nebo jinou sloučeninou, která se nachází v nevelké 
výbojové komoře vyrobené z těžko tavitelného materiálu (nejčastěji křemene). Výbojky jsou 
vybaveny doplňujícím elektrickým zářením, které v momentě zážehu zajišťuje příkon napětí 
na elektrodách v několika setinách voltů, potřebného k zapálení oblouku, a během provozu 
zajišťuje stabilitu proudu. Plný výkon je dosažen až po několika minutách po zapnutí. Zdroje 
mohou mít jako náplň vzácné plyny nebo páry kovů (nejrozšířenější jsou rtuťové)10. 
 
3.3.2.1  Rtuťové výbojky 
Ve fotochemických experimentech jsou rtuťové výbojky nejrozšířenější. Rozdělují se 
podle pracovního tlaku rtuťových par na14: 
1. Nízkotlaké rtuťové výbojky: tlak rtuťových par je asi 0,1 Pa. Emitují záření o vlnové 
délce 184,9 a 253,7 nm. Konstrukčně jsou řešeny jako dlouhé trubice. Velmi dlouhé 
výbojky, tzv. germicidní lampy, se uplatňují při sterilizaci prostředí na operačních 
sálech, v laboratořích apod. 
 
2. Střednětlaké rtuťové výbojky: tlak rtuťových par dosahuje asi 1 MPa. Emitují záření 
v rozsahu od 310 do 1000 nm, přičemž nejintenzivnější čáry májí při 313, 436, 576 a 
578 nm. Tyto výbojky jsou konstruovány jako poměrně široké křemenné trubice 
dlouhé několik centimetrů. 
 
3. Vysokotlaké rtuťové výbojky: tlak rtuťových par je 10 MPa. Jsou nejintenzivnějšími 
zdroji ultrafialového a viditelného záření. Při stejném výkonu září 10krát intenzivněji 
než střednětlaké a 100krát intenzivněji než nízkotlaké rtuťové výbojky. 
 
Výbojové komory rtuťových výbojek se liší podle tvaru; tvar trubky je určován typem 
použití rtuťového výboje a konkrétními experimentálními nebo aplikačními podmínkami. 
Během prvních hodin provozu dochází ke změnám výkonu, což se týká hlavně krátkovlnné 
oblasti. Pokud jsou však výbojky dostatečně chlazeny, nedochází k jejich zahřívání na 
takovou teplotu, aby mohlo k těmto změnám dojít. Na výbojkách je většinou uvedena teplota 
optimálního provozu. 
 
3.3.2.2  Xenonové vysokotlaké výbojky 
Xenonové vysokotlaké výbojky stále častěji nahrazují vysokotlaké rtuťové výbojky. 
U těchto výbojek se používá směs rtuťových a xenonových par při vysokých tlacích 
(0,3 MPa). Emisní spektrum je spojité. Jedná se o intenzivní zdroj ultrafialového, viditelného 
a blízkého červeného záření. Xenonová výbojka se používá na simulaci spektra slunečního 
záření a přítomnost Hg par zvyšuje intenzitu záření v UV oblasti10. 
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3.3.2.3  Sodíkové výbojky 
Poskytuji monochromatické záření s vlnovou délkou 589 nm. Ve fotochemii se používají 
jen ve speciálních případech14. 
 
3.3.3 Luminiscenční zdroje 
Luminiscenční světelné zdroje jsou nízko nebo střednětlaké rtuťové výbojky 
s fotoluminiskující vrstvou (luminoforem). Záření, které je bohaté na ultrafialové složky 
vznikající výbojem v rtuťových parách, excituje molekuly luminofóru, jež se deaktivují 
luminiscencí. Mezi luminiscenční zdroje s nízkotlakým výbojem řadíme zářivky. Střednětlaké 
výbojky s luminoforem jsou používány na pouliční osvětlení14. 
 
3.3.3.1  Fluorescenční výbojky 
Fluorescenční výbojka je složena ze skleněné trubice uvnitř pokryté fluorescenčním 
luminoforem. Na obou koncích trubice jsou elektrody, vně trubice je malé množství rtuti. 
Mezi elektrodami vzniká rtuťový výboj vydávající záření, ve kterém se 98% energie 
vyskytuje v jednou emisním pásu při 254 nm. Záření s vlnovou délkou 254 nm je 
absorbováno luminoforem, jenž v důsledku toho vyzařuje záření spojitého spektra ve viditelné 
oblasti. Spektrální složení tohoto záření záleží na chemickém složení luminoforu, skleněné 
trubky přitom slouží jako filtry pohlcující krátkovlnnou část spektra10. 
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3.4 Uplatnění fotokatalýzy 
Široké uplatnění fotokatalýzy je znázorněno v diagramu níže (Obr. 4). 
 
 
 
 
Obr. 4 Hlavní oblasti aktivity TiO2 fotokatalýzy 
 
 
3.4.1 Mikrobicidní efekt, desinfekce 
Přesto, že není fotokatalyzátor vhodný pro rozklad velkého objemu hmoty v krátkém čase, 
stal se velice účinným v kontrole menšího počtu bakterií, virů apod. a podchycením tak jejich 
možného nekontrolovatelného množení. 
Existuje spousta konvenčních antimikrobiálních činidel, jejich nevýhoda oproti oxidu 
titaničitému je však ta, že zanechávají buňku netknutou. Fotokatalyzátor baktérie nejen 
usmrtí, ale i rozloží. Nevýhodou zavedeného činidla jako je např. stříbro je jeho neschopnost 
vykazovat svůj efekt poté co je pokryto mrtvými buňkami; u oxidu titaničitého v takovém to 
případě reakce dále probíhá5. 
 
Bylo provedeno mnoho prací zabývajících se mikrobicidním efektem fotokatalyzátoru 
TiO2 přes široký okruh organismů zahrnující bakterie17, 18, 19, viry20, plísně21, kvasinky22, 
23, rakovinné buňky24.  
V těchto studiích bylo použito jako zdroje energie pro fotokatalytický proces, UV záření 
nebo sluneční záření. Mechanismus baktericidní aktivity fotokatalytické oxidace byl navrhnut 
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poprvé Matsunagou a kol. (1985)25. V této studii první svého druhu ukázali, že koenzym A, 
zapojený v různých biochemických procesech, byl fotoelektrochemicky oxidován, což 
inhibovalo buněčné dýchání a vedlo ke smrti buňky. 
Později Saito a kol.26 uvedli, že destrukce buněčné membrány u jimi sledovaného 
mikroorganismu Streptococcus sobrinus, vede k prosakování draselných iontů, proteinů a 
genetického materiálu, což zapříčiní smrt buňky. Obecně různá citlivost mikroorganismů 
k fotokatalytické oxidaci je způsobena jejich rozdíly ve stavbě těla, síle a skladbě buněčné 
stěny. 
Sunada a kol.27 zkoumali fotokatalytickou destrukci endotoxinu Escherichia coli, který je 
integrální komponentou buněčné membrány (za pomoci tenkého filmu TiO2). Prokázali, že 
smrt buňky E.coli byla doprovázená degradací endotoxinu a vyvodili, že prostřednictvím 
TiO2 fotokatalýza dochází k likvidaci vnější membrány bakteriální buňky (Obr. 5). 
Nejvíce studií je zaměřeno na vliv TiO2 a záření u patogenní gramnegativní bakterie 
Escherichia coli, a to proto, že tato koliformní bakterie je známkou fekálního znečištění vody. 
Na tomto mikroorganismu byl detailně popsán mechanismus baktericidního účinku 
fotokatalytického procesu využívajícího TiO2: Maness a spolupracovníci28 navrhli, že E.coli 
byla usmrcena mechanismem známým jako peroxidace lipidů. Uvádějí, že prvním krokem je 
setkání oxidačních produktů ozářeného oxidu titaničitého s mikroorganismy na jejich buněčné 
stěně. Tak zde dochází k počátečnímu oxidačnímu poškození. Buňka přesto, že má poškozenu 
buněčnou stěnu, je stále životaschopná. Po zničení stěny následuje atak na cytoplazmatickou 
membránu. V cytoplazmatické membráně dochází k peroxidaci membránových lipidů; 
polynenasycené fosfolipidy jsou základní složkou membrány bakterií, 
Též pozorovali tvorbu malondialdehydu indikující oxidační rozklad lipidů v plazmalémě, 
což je vysoce reaktivní sloučenina, která je schopna porušit proteiny, nukleové kyselina a 
báze. Z důvodu takovéhoto narušení membránové struktury jsou procesy jako respirace, 
semipermeabilita, oxidační fosforylace ukončeny, což vede ke ztrátě životaschopnosti a 
následné smrti buňky. 
 
Jsou pozorovány rozdíly ve vnímavosti jednotlivých mikroorganismů k fotokatalytickému 
ataku. Rozdíly jsou patrné u grampozitivních a gramnegativních bakterií. Grampozitivní 
ačkoliv jsou méně strukturálně komplexní než gramnegativní, jsou obklopeny silnou 
peptidoglykanovou vrstvou29. Plísně, kvasinky jsou méně vnímavé k fotokatalytickému 
působení než bakterie a to z důvodu jejich silné eukaryotické buněčné stěně. 
 
 
 
 
Obr. 5 Schematická ilustrace usmrcení buňky E.coli na tenkém filmu TiO2 27 
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3.4.1.1 Antibakteriální vlastnosti filmů TiO2 s nánosem stříbra 
Je známo, že kovové ionty stříbra, mědi nebo zinku vykazují antibakteriální vlastnosti. 
Pokud se tyto ionty zkombinují s tenkými filmy TiO2, mělo by být možné vyvinout povrch, 
kde fotokatalyzátor zajistí sterilitu za působení UV záření a kovové ionty převezmou tuto 
funkci ve tmě. Hlavním cílem je použití těchto povrchů v zdravotnických zařízeních8. 
Dle Semikina a Skulacheva30, interakce Ag+ a SH skupin dýchacích enzymů (Obr. 6) vede 
ke změnám v propustnosti plazmatické membrány citlivých bakterií a má za následek změny 
v buněčném těle. Může dojít jak ke změnám v propustnosti membrány, v buněčném těle tak i 
k oddělení plazmatické membrány od buněčné stěny. Uvádí se, že je možné i připojení Ag+ na 
genetický materiál bakterie.  
 
 
 
Obr. 6 Interakce Ag+ s SH skupinami dýchacích enzymů v těle buňky31. 
 
 
3.4.2 Čištění vody 
Sektory jako jsou petrochemický, farmaceutický, textilní, zemědělský, potravinářský, 
chemický produkují odpadní vody kontaminované organickými látkami, jako jsou aromáty, 
halogenované aromáty, barviva, dioxiny a širokou škálu dalších znečisťujících látek. 
 
 
3.4.2.1 Tradiční čistící technologie 
Vody lze rozlišit podle jejich výskytu na atmosférické, povrchové a podzemní (zákon o 
vodách č. 254/ 2001 Sb., ale vymezuje dvě kategorie, a to podzemní a povrchové vody), a 
podle použití na pitné, užitkové, provozní a odpadní. 
Cílem úpravy vlastností vody je dosažení kvalitní pitné vody. Pitná voda je dle definice 
voda, která je zdravotně nezávadná a ani při trvalém požívání nevyvolá onemocnění nebo 
poruchy zdraví v důsledku přítomnosti mikroorganismů nebo látek ovlivňující akutním, 
chronickým nebo pozdním působením zdraví spotřebitele a jeho potomstva. 
Složení podzemních vod je závislé především na složení půd a hornin, kterými při svém 
podzemním oběhu probíhají. Technologie úpravy vody jsou obdobou procesů samovolně se 
odehrávajících při koloběhu vody v přírodě. Průběh technologických procesů je však 
podstatně urychlen. V úpravnách vody probíhá úprava vody na principu mechanickém, 
biologickém, chemickém nebo fyzikálně-chemickém32. 
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Úprava povrchových vod se provádí koagulací, usazováním a zahuštěním v usazovacích 
nádržích, na které navazují lapáky písku a filtrační systémy. Úprava podzemních vod se 
provádí odkyselováním, odželezňováním, odmanganováním. 
 
Hygienické zabezpečení pitné vody je posledním krokem při úpravě vody na vodu pitnou. 
Prováděno je v úpravně vody, při dlouhém zadržení vody ve vodních sítích a navíc během její 
dopravy ke spotřebiteli. Metody desinfekce pitné vody můžeme rozdělit na fyzikální a 
chemické. 
Mezi fyzikální metody se řadí tepelná úprava, mikrobicidní účinek UV záření a 
oligodynamické působení některých kovů. 
 Tepelná úprava vyžaduje vyšší spotřebu energie a min. teplotu 80°C po dobu 
20 minut. Je vhodná pro provizorní nebo nouzové účely zabezpečení pitné vody33. 
 Desinfekce vody UV zářením spočívá v germicidním efektu UV světla. Dochází zde 
k fotochemickému poškození RNA, DNA, event. i proteinů, enzymů či jiných 
biologicky významných makromolekul. Nukleové kyseliny absorbují UV záření při 
vlnové délce 240–280 nm. Velkou výhodou je, že nedochází ke změnám ve složení 
vod (nevnášejí se žádné chemikálie), ovšem účinek netrvá dále v distribuční síti, 
působí pouze v místě ozáření. U vysokých dávek UV záření může dojít ke vzniku 
mutagenní aktivity34. 
 
Chemické metody jsou založeny na oxidačním působení desinfekčních činidel, jako je 
chlór a jeho sloučeniny či ozón. 
 Chlór je výhodný pro poměrně nízkou cenu, dostupnost a jednoduchost dávkovacího 
zařízení. Reaguje ve vodě nejen desinfekčně, ale i chloračně. Některé látky vznikají 
chlorací specificky, ale taky vzniká řada nespecifických produktů (mohou mít 
v nízkých koncentracích i karcinogenní účinky). Desinfekční účinnost chlóru na viry 
je omezená, na cysty prvoků nulová. 
 Ozón je velice silným oxidačním činidlem s vysokým redoxním potenciálem. Jedná 
se o velmi toxický a korozivní plyn, působí na bakterie i viry. Existuje podezření, že 
reakcí organických sloučenin s ozónem mohou vznikat karcinogenní organické 
peroxidy. Také přítomnost bromidů vede ke vzniku karcinogenních bromičnanů. 
Nevýhodou ozonizace je nutnost vyrábět tento plyn přímo na úpravně vody 
z důvodu jeho nestlačitelnosti a tedy z neschopnosti jej skladovat33. 
 
Volba metody však musí odpovídat individuálním okolnostem. 
 
3.4.2.2 Fotokatalytické čištění vody 
Tradiční čisticí technologie, jako je ozonizace nebo chlorace, mají své limity, např. ozón 
nezůstává ve vodě dlouho. Chlór, který je široce používán pro desinfekci pitné vody, může 
potencionálně reagovat s organickým materiálem a vytvářet vedlejší toxické produkty 
(například trihalogenmethany)11. 
Alternativní metody desinfekce jsou v současné době široce rozvíjeny, zvláště 
v průmyslových a ekonomicky vyspělých zemích. Metody využívající ozónu a UV záření 
jsou rovnocenně efektivní a méně toxické. Avšak tyto technologie jsou drahé a často 
technicky náročné v méně příznivých podmínkách35.  
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První zpráva o aplikaci fotokatalýzy pro zničení organických složek ve vodě byla podána 
v roce 1976 Carey a kolektivem. Jednalo se o úspěšné rozložení bifenylů a chlorbifenylů 
v přítomnosti TiO236
Solární čištění vody se může stát nadějí pro rozvojové země s intenzivním slunečním 
zářením. Hlavním předmětem tohoto výzkumu je zhodnocení solárního fotokatalytického 
čištění vody jako alternativy k bakteriální inaktivaci chlorací. V tomto systému mohou být 
jako předčištění použity fyzikální, chemické nebo biologické technologie předcházející 
solární fotokatalýze. Významná přednost těchto postupů je, že mohou být přeneseny do zemí 
s vysokým stupněm slunečního záření, jako jsou tropické rozvojové země35. 
WHO (World Health Organization) odhaduje, že kolem 80% všech infekčních onemocnění 
v zemích třetího světa je zapříčiněno nedostatečnou zásobou vody a nedokonalým čištěním. 
V mnoha rozvojových zemích, zvláště po vichřicích a povodních, se pitná voda stává 
kontaminovanou a infikovanou. Rozvoj TiO2 fotokatalýzy pro čištění vody by se mohl pro 
tyto státy stát klíčovým37. 
 
Technologie TiO2 fotokatalýzy umožňuje zničit mikroorganismy, které jsou rezistentní 
k oxidativní destrukci buněčné membrány způsobené pouze UV zářením. Oxidační činidla, 
jako je chlór a jeho sloučeniny, ozón, peroxidy, manganistan draselný, jsou používána 
k odstranění mikrobiálního znečištění vody, avšak nejsou schopna dokonale odstranit některé 
rezistentní mikroorganismy. Pseudomonas aeruginosa je kupříkladu mikroorganismus 
rezistentní k chlóru a UV-C záření.  
Z tohoto důvodu je nezbytné použít jinou metodu k čištění vod. Jednou z těchto metod, 
která je v poslední době studována, je AOPs (Advanced Oxidation Processes). AOPs využívá 
UV-C záření společně s fotokatalyzátorem TiO2 k zničení mikroorganismů. Jak již bylo výše 
řečeno, když se ozařované částice TiO2 dostanou do přímého kontaktu s mikroby, jejich 
povrch se stává prvním cílem oxidativního působení17. 
 
TiO2 fotokatalýza byla demonstrována i na agrochemikáliích jako jsou herbicidy a 
pesticidy. Tyto látky se mohou z životního prostředí lehce dostat i do vod. 
Podařilo se rozložit některé z těchto látek, ovšem jsou i takové, u kterých jsou produkty 
degradace rezistentní vůči dalšímu fotokatalytickému rozkladu. Pro dva vybrané herbicidy byl 
navrhnut mechanismus, který zahrnuje atak hydroxylových radikálů, dechloraci, dealkylaci a 
následnou oxidaci36. 
 
3.4.3 Samočisticí povrchy 
Materiálů, které by mohly využívat fotokatalytického čištění, je velmi mnoho. Tohoto jevu 
je možno využít v mnoha oblastech, například ve stavebnictví, automobilovém průmyslu, 
textilním průmyslu. Byly navrženy kupříkladu dlaždice, skla či sanitární keramika na bázi 
fotokatalýzy. Dlaždice umístěné kupř. na operačním sále, kde je nutno dodržovat sterilní 
podmínky, dosahují tak vysokého desinfekčního efektu, jakého běžnými desinfekčními 
prostředky nebylo dosaženo. 
Proces nanášení povlaku ani přítomnost povlaku nesmí ovlivnit užitné vlastnosti 
aplikovaných materiálů. Proto každý materiál vyžaduje jiný postup optimálního využití oxidu 
titaničitého. Výhodou samočisticích povrchů je jejich schopnost čistit bez použití toxických 
chemikálií. Tyto látky využívají odlišného principu čištění oproti běžným materiálům 
odolným nečistotě. Ovšem postupy založené na fotokatalyzátorech nemohou být brány jako 
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absolutní řešení. V případech, kdy je ukládání nečistot rychlejší než doba, za kterou je 
fotokatalyzátor schopen nečistoty rozložit, dochází i na těchto materiálech ke zvýšení 
znečištění. Toto závisí jak na aktivitě fotokatalyzátoru, tak na množství světla, které dopadá 
na jeho povrch. Fotokatalytická reakce dále neproběhne, pokud nečistota vytvoří tak silnou 
vrstvu, přes kterou záření nedosáhne povrchu oxidu titaničitého. Proto je důležité správně 
odhadnout množství UV záření a nečistot schopných se usadit na materiálu v daném místě5. 
 
3.4.4 Superhydrofilnost 
Superhydrofilní povrch vykazuje až nulovou hodnotu odpudivosti k vodě. Stupeň vodní 
odpudivosti může být vyjádřen pomocí kontaktního úhlu vodní kapky s povrchem a závisí též 
na druhu smáčeného materiálu (pro sklo 20 až 30°). 
Tenký film, který je tvořen fotokatalyzátorem TiO2 a vhodnými aditivy, vykazuje 
počáteční úhel smáčení pro vodu několik desítek stupňů.  V případě, že je tento povrch 
vystaven UV světlu, úhel smáčení vody se zmenší (voda má snahu rozprostřít se do plochy, 
místo aby se sbalila do kuliček). Úhel smáčení dosáhne nakonec skoro hodnoty nula stupňů. 
Tehdy je schopnost povrchu odpuzovat vodu nulová, dochází k superhydrofilnosti. Opticky se 
tento povrch chová jako čirá tabule skla. Při dlouhodobě opakovaném vystavování UV světlu 
zůstane zachována superhydrofilnost, v opačném případě se povrch pomalu stává 
hydrofobním.  
Tento jev lze aplikovat pro různé skleněné výrobky (zrcadla, brýle, skla, stavební materiály 
apod.). Superhydrofilní fotokatalyzátor rychle osychá; protože se na něm netvoří kapičky, 
zabraňuje orosení5. 
 
3.4.5 Čištění ovzduší 
Fotokatalytická reaktivita TiO2 může být aplikována na snížení nebo kontrolu 
znečišťujících částic ve vzduchu (oxidy dusíku, cigaretový kouř, prachové částice). Na 
základě tohoto bylo už vypracováno několik studií. Předpokládá se, že oxid dusnatý (NO) ve 
vzduchu oxiduje, jestliže je katalyzátor vystaven světlu. Následně vzniká přechodně oxid 
dusičitý (NO2), který je nakonec přeměněn na kyselinu dusičnou, jež pak musí být 
skladována. Část vzniklého NO2 může uniknout z povrchu fotokatalyzátoru, avšak díky 
přítomnosti adsorbentu, např. černého uhlí smíšeného s fotokatalyzátorem, může být účinně 
zachycen. Podobným způsobem může být odstraněn také oxid siřičitý (SO2). Rozsah 
koncentrací znečišťujících látek ve vzduchu, které mohou být účinně odstraněny, je od 
0,01 ppm (odpovídá normální životní atmosféře) do 10 ppm (této koncentrace se dosahuje 
v dálničních tunelech). Použití fotokatalyzátoru pro čištění venkovního vzduchu předpokládá 
využití slunečního záření. Zatěžujícím faktorem je akumulace produktů rozkladu. Jak již bylo 
nastíněno, jsou-li znečišťující látky takové, že obsahují síru a dusík, zůstanou na povrchu 
fotokatalyzátoru produkty jejich degradace, kyselina dusičná nebo sírová. Při venkovním 
použití by mohly být tyto produkty smyty deštěm. Uhlíkaté sloučeniny, patřící mezi další 
znečišťující látky, by byly rozloženy až na oxid uhličitý5. 
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3.4.6 Léčba rakoviny 
Výzkum fotokatalýzy je zaměřen i na fotochemickou terapii při léčbě rakoviny. Po zjištění 
významu účinků rozkladu mikroorganismů se počalo diskutovat o možnosti vystavit tomuto 
experimentu i rakovinné buňky. Terapie spočívá v nástřiku TiO2 k místu s rakovinnými 
buňkami a následném ozáření laserovými paprsky. Později bylo zjištěno, že pro ozáření 
rakoviny je vhodnější využití endoskopu. Mezi rakoviny, které mohou být ozářeny s využitím 
endoskopu, patří např. rakoviny zažívacích orgánů, respiračních orgánů, orgánů močového 
systému, reprodukčních orgánů a kůže. Použité osvětlení však musí být takové, aby 
nezpůsobovalo žádnou mutaci nebo porušení genů normálních buněk. Je ještě nutné 
vypracovat mnoho klinických studií, než bude možno uvést tyto metody do lékařské 
praxe5, 24. 
 
 
3.5 Fotokatalytické reaktory 
Mezi tři hlavní složky důležité pro fotokatalytický proces patří fotoreaktor, zdroj záření a 
fotokatalyzátor. Během posledních let byla patentována spousta fotokatalytických reaktorů. 
 
Rozlišujeme tři základní skupiny reaktorů, a to na základě pohybu reakční směsi  
v reaktoru9: 
 dávkový reaktor (batch-reaktor), nemá žádný vstup ani výstup reakční směsi. 
Koncentrace a teplota se mění v závislosti na čase vzhledem k průběhu reakce, 
rychlost reakce je v celém objemu jednotná, 
 průtočný reaktor (flow-reaktor), jedná se obvykle o dlouhý trubicový reaktor, 
přičemž musí být splněny následující podmínky. A to, axiální rychlostní profil musí 
být vyrovnaný, napříč trubicí je objem promícháván a v axiálním směru nedochází 
k mísení. Reakční proměnné jsou jen funkcí axiálního směru, 
 nepřetržitě průtočný míchaný reaktor, jedná se o průtočný reaktor, jehož obsah je 
mechanicky promícháván. Přísun materiálu je rychle dispergován do celého objemu 
a tím složení a teplota v kterémkoliv místě reaktoru je přibližně rovna průměrné 
hodnotě. 
 
Velmi důležitými podmínkami pro uspořádání fotoreaktorů jsou, aby distribuce světla 
uvnitř reaktoru skrz absorbující a rozptylující kapalinu ke katalyzátoru byla co nejefektivnější 
a dále pak nutnost vytvoření velkých ploch imobilizovaného katalyzátoru na objemovou 
jednotku reaktoru. 
Umělým vytvářením fotonů potřebných pro čištění znečištěné vody narůstají náklady na 
fotokatalytické čištění. Bylo navrhnuto využít, jako zdroj sluneční záření, které je rozumným 
ekonomickým a ekologickým světelným zdrojem. UV tok blízký povrchu země je 
20–30 W.m–2, slunce vydává 0,2 až 0,3 fotonů na m–2.h–1 ve vlnové délce 300 až 400 nm. 
Tyto fotony jsou vhodné ke zničení polutantů ve vodě ve fotokatalytickém reaktoru. 
V posledních letech je vyvíjeno a testováno mnoho solárních fotokatalytických reaktorů36. 
Výhodné je využít zrcadlové plochy, která se umístí pod trubky. Plocha odráží nevyužité 
sluneční záření směrem k trubkám pro efektivnější využití přirozeného slunečního záření 
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3.6 Kvasinky 
Mikroorganismy hrají v přírodě i v životě člověka obrovskou roli, protože jsou jedním 
z hlavních činitelů ovlivňujících tvorbu a zachování životního prostředí na naší planetě38. 
Kvasinky jsou mikroskopické houby (fungi, mycetes, mycota, mycotina), vyskytující se 
hojně v přírodním prostředí, často na cukerných substrátech. Řadíme je do skupiny 
eukaryotických organismů. Jejich české pojmenování bylo odvozeno od jejich schopnosti 
kvasit39. Důležitým fyziologickým znakem kvasinek je právě jejich enzymová aktivita. Při 
identifikaci si všímáme schopnosti zkvašovat jednotlivé druhy cukrů na etanol a oxid 
uhličitý40. Buňky kvasinek není možno pozorovat pouhým okem, jelikož šířka buněk u 
většiny kvasinek je 3–6μm38. Jejich tvar bývá rozmanitý (kulatý, oválný, elipsoidní, 
citronovitý, podlouhlý, vláknitý, lahvovitý), změna tvaru nastává pod vlivem vnějších 
podmínek a úzce souvisí s vlastní funkcí buňky39. 
Kvasinky jsou přítomny u člověka a u všech teplokrevných živočichů. Některé druhy 
vyvolávají za určitých podmínek mykotická onemocnění člověka a zvířat, jiné mají tendenci 
znehodnocovat potraviny či suroviny, např. pivo, šťávy, limonády. Mají nezastupitelný 
význam v průmyslové mikrobiologii, při výrobě piva, vína, pekařského droždí41. 
 
 
3.6.1 Růst a rozmnožování kvasinek 
Pro růst a rozmnožování je velmi důležitá správná výživa, ta je přijímána ze živného 
prostředí (živné médium, živná půda, živina), které musí splňovat určité předpoklady. Mezi 
základní složky výživy kvasinek patří voda, zdroj uhlíku a dusíku, biogenní prvky potřebné 
na výstavbu živé hmoty a prvky potřebné v malém množství (oligobiogenní, vitamíny a 
růstové látky)39. 
Rozmnožování většiny kvasinek probíhá pučením buněk, ale u některých kvasinek dochází 
k jednoduchému zaškrcení, dělení. Jiné vytvářejí pravé mycelium nebo nepravé hyfy 
(pseudomycelium). Vedle vegetativního rozmnožování dochází i k pohlavnímu způsobu 
rozmnožování, jehož výsledkem jsou pohlavní spory40. 
 
Podle Kockové existují v podstatě dva základní typy rozmnožování kvasinek39: 
1. Vegetativní rozmnožování pučením nebo dělením přehrádkami. Tento způsob 
rozmnožování může být čistě vegetativní anebo vegetativně-fruktifikační; když se 
konidie vytvářejí na buňkách nebo buňkových útvarech, jedná se o tzv. konidícií. 
2. Sexuální fruktifikace s vytvářením asků nebo bazídií. Podle tvorby asků 
s endosporami nebo bazídií s exosporami můžeme předpokládat zařazení daných 
druhů mezi askomykota nebo bazidomykota. V přírodě existuje mnoho kvasinkových 
forem, u kterých se zatím sexuální způsob rozmnožování neprokázal, v tomto případě 
se posuzuje jejich rozmnožování prozatím jako vegetativní. 
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3.6.2 Cytologie kvasinek 
Eukaryotická buňka kvasinky je složena z jádra, cytoplasmy, ve které se nachází řada 
membránových struktur, buněčný obsah je uzavřen obalem zahrnujícím cytoplasmatickou 
membránu a buněčnou stěnu (Obr. 7). 
Kvasinky mají silnou buněčnou stěnu s pevnou strukturou, jejíž hlavní složkou jsou 
polysacharidy tvořící hustou pevnou spleť. Tato spleť je vyplněna bílkovinami, menším 
množstvím lipidů a fosfolipidů, fosforečnany. Buňka kvasinky má záporný náboj, který 
ovlivňuje absorpci látek z živného prostředí. 
Celou buňku ohraničuje pod buněčnou stěnou plazmaléma neboli cytoplazmatická 
membrána složená z lipidů a proteinů38. Charakteristickou vlastností plazmalémy u kvasinek 
jsou její invaginace (vychlípeniny vybíhající do cytoplasmy). Její hlavní funkce jsou kontrola 
vstupu a výstupu látek do buňky a z buňky, probíhá zde biosyntéza některých komponentů 
buněčné stěny a vnějších obalů, tvoří také ochrannou bariéru a elastický obal chránící buňku. 
Membránové struktury se nacházejí ve vodném roztoku, zvaném cytoplazma. Cytoplazma 
je u mladých buněk homogenní hmota, u starších je přítomna jemná nebo větší vakuoalizace. 
Obsahuje systém dvojitých membrán nazývajících se endoplazmatické retikulum, na jejichž 
vnějším povrchu se nacházejí agregáty ribozómů, v nichž se syntetizují bílkoviny. 
Golgiho aparát, v normálně rostoucích buňkách kvasinek existující jen ve formě 
diktyozómů (plochý měchýřek nebo několik propojených měchýřků vedle sebe), má přímý 
vztah k syntéze buněčné stěny39. 
V cytoplazmě kvasinek jsou přítomny také mitochondrie. Mitochondrie téže buňky se 
obyčejně značně liší tvarem i velikostí. Jsou obklopeny dvěma membránami, z nichž vnitřní 
membrána vytváří do vnitřku mitochondrie záhyby, tzv. kristy. Mitochondrie kvasinek 
obsahují kromě bílkovin, lipidů a fosfolipidů také RNA a DNA, která je nositelem 
mimojaderné dědičnosti. Je sídlem dýchacích enzymů a oxidační fosforylace. Probíhá zde 
syntéza mitochondriálních bílkovin, a proto je přítomna tRNA, mRNA a ribozomy.  
Mezi důležité organely patří vakuoly, v buňce bývá zpravidla jedna větší a několik 
malých. Jsou místem, v němž dochází k rozpadu těch struktur buňky, které se neustále 
v buňce rozkládají a obnovují a které mají krátký poločas rozpadu (mRNA, některé enzymy 
apod.). Také jsou zásobárnou látek, které se právě neúčastní metabolismu.  
V cytoplasmě i jádru se rozprostírá síť proteinových vláken, tzv. cytoskelet, který 
umožňuje vnitrobuněčný pohyb organel. Významnou roli tu hrají mikrotubuly složené 
z tubulinu38. 
Buněčné jádro je kulatá až laločnatá organela, nacházející se ve středu buňky nebo 
uložená excentricky. Jádro kvasinek je poměrně malé, je ohraničeno dvojitou jadernou 
membránou karyolémou39. U saccharomyces cerevisce bylo zjištěno 16 chromozomů 
v haploidním jádru. Diploidní jádro má dvojnásobný počet chromozomů, protože každý 
chromozom se v něm vyskytuje dvakrát. Délka DNA jednotlivých chromozomů se liší. Určitý 
úsek DNA chromozomu hraje roli při dělení chromozomů a jejich segregaci při dělení jádra; 
tato část se nazývá centroméra. V koncových úsecích chromozomů, tzv. telomérách, se 
nalézají příčné vazby mezi oběma řetězci DNA. Chromozomy kvasinek obsahují podobně 
jako další eukaryoty chromatin (kondenzovaná základní hmota jádra), složený 
z nukleozomálních histonů. V jádru kvasinek je jadérko srpkovitého tvaru, jež nemá na 
povrchu membránu. Dále je zde zřetelné pólové tělísko vřeténka diskového tvaru; vycházejí 
z něj vlákna zvaná mikrotubuly, složené z bílkoviny tubulínu. Tyto hrají velkou roli při dělení 
jádra během rozmnožování kvasinek38
25 
 
  
 
Obr. 7 Schéma průřezu buňkou kvasinky. CW, buněčná stěna; P, periplasma; CM, plasmatická 
membrána; CMI, invaginace; C, cytoplasma; N, jádro; M, mitochondrie; ER, 
endoplazmatické retikulum; G, Golgiho aparát; SV, sekrekční váčky; V, vakuola; PER, 
peroxysomy42 
 
Nemoci zapříčiněné kvasinkovitými mikroorganismy byly zařazeny do skupiny houbových 
nemocí nazývajících se mykózy. Bližší určení mykózy vychází z místa účinku anebo 
mikroorganismu, který ji zapříčinil. Onemocnění mohou způsobit jen některé kmeny kvasinek 
(Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Pityrosporum, Torulopsis), a jen některé z těchto 
rodů jsou patogenní39. 
Známé jsou kandidózy, zapříčiněné většinou zástupců rodu Candida. Candidy jsou 
fakultativně patogenní pro člověka, projevují se chorobami sliznic, dýchacího, zažívacího a 
urogenitálního systému, kožními onemocněními. U jedinců se sníženou imunitou mohou 
napadnout i důležitější orgány. Jejich pozorování je doporučeno ve vodách z koupališť a 
bazénů, protože právě zde mohou být nejčastěji zdrojem infekčních onemocnění. Candidy 
mají vysokou rezistenci vůči chlóru a dalším desinfekčním prostředkům43.  
Výše jmenované kmeny se běžně nacházejí jako kontaminanty v půdě, vodě, potravinách, 
veřejných prostorách apod39. 
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3.7 Stanovení počtu buněk 
Ke kvantitativnímu hodnocení počtu buněk se využívají dvě metody, přímá 
(mikroskopická) a nepřímá (kultivační). 
 
3.7.1 Přímá metoda 
Celkový počet buněk se stanovuje v jednotce objemu. Buňky se počítají pomocí 
speciálních počítacích komůrek (Bürkerovy, Thomovy) mikroskopicky. Komůrka je masivní 
podložní sklíčko, které je rozděleno dvěma vybroušenými rýhami na tři části. Ve střední části, 
která je nižší o 1/10 mm než obě postranní části, jsou vyryty dvě mřížky, a po přikrytí krycím 
sklíčkem tvoří komůrku o přesné hloubce. Celá mřížka je rozdělena na 25 menších čtverečků, 
které jsou dále rozděleny na 16 čtverečků. Rozměry jednotlivých čtverečků jsou 1/25 mm2, 
1/100 mm2 a 1/400 mm2. Při hloubce komůrky je objem nad každým čtverečkem 1/250 mm3, 
1/1000 mm3 a 1/4000 mm3. Po obou stranách vybroušených políček jsou kanálky, jimiž 
odtéká přebytečná suspenze. 
Při počítání buněk platí následující pravidla: buňky, které se dotýkají nebo leží na 
hraničních čarách čtverců, se počítají jen tehdy, jde-li o horní nebo pravou stranu čtverce, 
zatímco buňky, které leží nebo se dotýkají dolní nebo levé strany, se nepočítají40. 
Pučící buňky počítáme jako jednu buňku; nese-li dceřiná buňka další pupenec, který se 
ještě neoddělil od buňky mateřské, počítáme je jako dvě buňky44. 
 
3.7.2 Nepřímá metoda 
Nejčastějším způsobem počítání buněk mikroorganismů pomocí kultivace je počítání 
viditelných makroskopických kolonií vyrostlých na agarových plotnách (kultivační metoda). 
Metoda vychází z předpokladu, že z jedné životaschopné buňky vyroste jedna kolonie. 
Jednotlivé kolonie se po spočítání přepočtou na 1 ml původního vzorku. 
Jeden ze způsobů zaočkování očkovací látky (inokula) je jeho očkování na agarovou 
plotnu a následný roztěr hokejkou. Následuje 1–2 denní inkubace při 28 °C. Nevýhodou této 
metody je časově náročnější příprava materiálu (příprava půd, sterilizace…), nutný delší čas 
pro získání výsledků (min. 24 hod), různá vhodnost živných médií pro různé mikroorganismy 
a skutečnost, že nemusí vyrůst z jedné buňky pouze jedna kolonie44. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použita zařízení a chemikálie 
4.1.1 Použitá zařízení 
 Čerpadlo PCD 81, Merci s.r.o., Brno 
 Fluorescenční výbojka Sylvania, Lynx S 11W 
 Trubkový průtočný reaktor  
 UV light metr, UV 340, 290–390 nm, Lutron 
 Binokulární mikroskop, SM-5, Intraco Micro s.r.o. 
 Bürkerova komůrka, Superior Marienfeld 
 Biologický termostat, Bio Tech a.s. 
 Minishaker MS-2, IKA, USA  
 Stolní centrifuga, Boeco C-28, Německo 
 Analytické váhy Scaltec, SPB 32 
 Electronic timer clock, Superior Marienfeld 
 Mikropipety, Biohit Proline 1–100 μl 
 Autokláv BMT Brno 
 Cukroměr skleněný, Merci s.r.o. Brno 
 
4.1.2 Použitý software 
 Microsoft Excel 2007 
 Microsoft Word 2007 
 OriginPro, verze 7.5 
 
4.1.3 Použité chemikálie 
 Pivovarská sladina 
 Ethanol 96%, Merci s.r.o. Brno 
 Práškový agar, Hi Media, Mumbai, Indie 
 Uhličitan sodný, Penta, Chrudim 
 Dusičnan stříbrný, Penta, Chrudim 
 Kyselina dusičná p.a. 65%, Lachema, Brno 
 Ethanol pro UV spektroskopii, Penta, Chrudim 
 Sterilizovaná voda 
 Destilovaná voda 
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4.2 Použité mikroorganismy 
Zkoumaná kvasinka byla získána ze slovenské sbírky kvasinek (CCY) Bratislava. 
 
4.2.1 Hansenula anomala CCY 38-1-30 
Rod Hansenula byl roku 1904 oddělen od rodu Saccharomyces dánským mikrobiologem 
E. CH. Hansenem. Původně se tyto kožkotvorné kvasinky nazývaly Willia, ale v roce 1919 
byly po přesném vymezení přejmenovány na rod Hansenula. Hansenula anomala (Obr. 8) je 
jedním ze zástupců třídy Ascomycetes, patřící do skupiny anamorfních forem askogenních 
kvasinek, utilizují nitráty, maltosu, sacharosu, neutilizují laktosu. 
Tyto kvasinky tvoří buňky rozličných tvarů; menší kulaté až oválné, ale i protáhlé. Kulaté 
buňky mají nejčastěji průměr 4–6 μm, protáhlé dosahují délky až 12 μm. Uvnitř buněk 
vznikají kulaté, polokulaté a kloboučkovité spóry, často prstencovitého uspořádání. Plazma je 
homogenní. Dobře zkvašují cukry. Jejich charakteristickým znakem je obsah β-glukosidázy, 
která jim umožňuje štěpit arbutin45. Rozmnožují se vegetativně i pohlavně.  
Dobře se kultivují ve sladině, kde vytvářejí charakteristickou bílou suchou vrásčitou 
kožku. Na sladinové želatině a sladinovém agaru tvoří velké, nepravidelné kolonie šedobílého 
zbarvení s hrbolatým povrchem. Vytváří bohatě větvené pseudomycelium, ale i pravé hyfy46. 
V přírodě jsou velmi rozšířené na nejrůznějších substrátech. Umožňuje jim to jejich rozsáhlá 
enzymová činnost. Patří mezi nejčastěji se vyskytující kvasinky, často na potravinách. 
 
 
 
Obr. 8 Kvasinka Hansenula anomala CCY 38-1-30 (nativní preparát), zvětšeno 400×. 
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4.3 Metodika práce 
4.3.1 Příprava kultivačního média 
Z brněnského pivovaru Starobrno byla získána sladina. Byla naředěna vodou na 7 hmot.% 
extraktu; pH bylo upraveno na 5,5 nasyceným roztokem Na2CO3. Obsah extraktu byl změřen 
cukroměrem. Pro přípravu agarových ploten a šikmých agarů byla použita upravená sladina 
s příměsí 2 % agaru. 
 
4.3.2 Příprava suspenze kvasinek 
Vybraná kultura kvasinek byla naočkována z připraveného šikmého sladinového agaru 
odebráním jednoho očka sterilní bakteriologickou kličkou do sterilního živného média (50 ml 
sladiny). Takto připravená suspenze byla kultivována 24 hodin v termostatu při 28 °C. 
 
4.3.3 Stanovení počtu buněk přímou metodou  
Po kultivaci v termostatu bylo ze suspenze odebráno 10 ml. Tento vzorek byl odstředěn 
v centrifuze po dobu pěti minut při 4000 otáčkách za minutu. Roztok nad peletkou byl odlit; 
objem byl doplněn na 10 ml a opět při stejných podmínkách odstředěn. Vzorky byly vždy 
promíchány na třepačce. Z takto upraveného vzorku byl odebrán 1 ml a opět doplněn na 
10 ml. Odtud bylo napipetováno na Bürkerovu komůrku a spočítáno množství buněk ve 48 
polích komůrky. V případě velkého množství kvasinek bylo zařazeno další ředění pro lepší 
počítání buněk v komůrce. Počet buněk se vypočítal podle vztahu uvedeno níže (14). Z této 
hodnoty pak bylo spočteno potřebné ředění pro požadované množství buněk na mililitr 
v objemu 250 ml sterilizované vody; roztoku, který cirkuloval v trubkovém reaktoru. Mým 
úkolem bylo dosáhnout koncentrace 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 CFU.ml-1 (Colony 
Forming Units). 
 
250 1000cNN
n
⋅ ⋅=  (14) 
 
kde N, počet buněk v 1 cm3; Nc, celkový počet buněk ve všech počítaných políčkách; 
250, přepočet počtu buněk v nejmenším čtverečku komůrky s objemem 1/250 mm3; 1000, 
přepočet počtu buněk na 1 cm3; n, počet počítaných políček. 
 
4.3.4 Stanovení počtu buněk nepřímou metodou 
V daných časových intervalech (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 minut) bylo sterilní špičkou 
mikropipety odebráno z trojhrdlé baňky zapojené do aparatury 100 μl protékané suspenze a 
přeneseno na agarovou plotnu (Petriho misky měly průměr 10 cm). Toto množství bylo 
rozetřeno sterilní hokejkou. Vždy byly provedeny paralelně tři odběry. Vzorky byly 
kultivovány ve tmě při 28 °C po dobu 48 hodin v termostatu. Následně byly počítány 
viditelné makroskopické kolonie vyrostlé na agarových plotnách. Tato metoda vychází 
z předpokladu, že z jedné životaschopné buňky vyroste jedna kolonie. 
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4.3.5 Aparatura 
Pro tuto práci byla použita aparatura složená z průtočného reaktoru, trojhrdlé baňky, lampy 
s fluorescenční výbojkou a čerpadla (Obr. 9). 
Reaktor byl složen ze systému šestnácti trubiček, které byly z vnitřní strany dvakrát 
ovrstveny fotokatalyzátorem metodou zvanou sol-gel proces a vypáleny v elektrické peci při 
500 °C. Tento systém byl navržen na základě dřívějších experimentů provedených na Ústavu 
fyzikální a spotřební chemie FCH VUT v Brně a zároveň byly trubičky na tomto ústavu 
vyrobeny. 
Do trojhrdlé baňky bylo odměřeno 250 ml sterilizované vody a požadovaná koncentrace 
kvasinek (CFU.ml–1). Z baňky byla tato suspenze čerpána pomocí čerpadla do trubkového 
reaktoru. Rychlost čerpání byla nastavena na 50, 75, 100, 300, 500 ml.min–1; po těchto 
experimentech s rychlostí průtoku byl jako optimální pro další pokusy zvolen průtok 
50 ml.min-1. Reaktor byl ozařován čtyřmi fluorescenčními výbojkami. Vzdálenost výbojky od 
reaktoru byla zvolena tak, aby intenzita ozáření v rovině reaktoru byla 1,0 mW.cm–2; intenzita 
byla změřena pomocí UV metru. Pod reaktorem byl umístěn alobal, aby se prošlé světlo 
odráželo zpět do trubek reaktoru. Dále byly provedeny i experimenty bez ozáření. 
Reaktor byl před započetím pokusů a mezi jednotlivými měřeními proplachován dvakrát 
250 ml destilované vody, jednou 250 ml ethanolu a opět dvakrát 250 ml destilované vody; 
každý jednotlivý proplach trval 5 minut. Čerpadlo bylo při promývání nastaveno na rychlost 
průtoku 500 ml.min–1. 
 
 
 
Obr. 9 Uspořádání experimentu při reakci v trubkovém průtočném reaktoru 
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4.3.5.1 Zdroj záření 
Trubice reaktoru byly ozařovány fluorescenční výbojkou Sylvania Lynx S, 11 W. Na 
obrázku (Obr. 10) je znázorněno její emisní spektrum. Transmitance stěny skleněné trubky je 
v oblasti 325 až 400 nm 80 až 95 %. 
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Obr. 10 Emisní spektrum zářivky Sylvania Lynx-S 11 W měřené z 1 m 
 
 
4.3.5.2 Průtočný reaktor 
Použitý průtočný reaktor měl následující charakteristiky (Tabulka 1). 
 
Tabulka 1 Vlastnosti průtočného reaktoru 
Počet trubek 16 
Délka jedné trubky [cm] 16 
Vnitřní průměr trubek [cm] 0,5 
Plocha s TiO2 [cm2] 402 
Vrstva TiO2 [mg.cm–2] 0,0743 
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Obr. 11 Trubkový průtočný reaktor použitý pro tento experiment 
 
 
4.3.6 Nanášení vrstvy stříbra na vrstvičku TiO2 
Dále byl zařazen experiment zaměřující se na vliv stříbra ve fotokatalytickém systému. Po 
skončení experimentů s různou počáteční koncentrací mikroorganismů bylo stříbro naneseno 
na trubky reaktoru, ovrstvené oxidem titaničitým. 
Bylo naplánováno nanést 1,2 mol. % Ag a 2,4 mol. % Ag na fotokatalytickou vrstvu. 
Nejprve byl připraven roztok AgNO3; 0,0773 g AgNO3 bylo rozpuštěno ve 100 ml 
destilované vody. Z takto připraveného roztoku byl do 244 ml destilované vody napipetován 
1 ml a dále bylo přidáno 5 ml ethanolu pro UV spektroskopii. Tímto roztokem byl po dobu 
20 minut, při současném záření o intenzitě 1,0 mW.cm–2, promýván reaktor. V takto 
upraveném reaktoru byl zkoumán účinek stříbra naneseného na oxidu titaničitém opět pro 
různé koncentrace kvasinek při intenzitě 1,0 mW.cm–2. 2,4 mol. % Ag byly získány 
zopakováním tohoto postupu po proběhnutí experimentů s 1,2  mol. % Ag. Znovu byl 
zkoumán účinek tohoto vyššího podílu stříbra pro všechny koncentrace kvasinek. Pro oba dva 
pokusy bylo provedeno i měření bez ozařování reaktoru. 
Vrstvy stříbra byly po pokusech odstraněny promytím trubek 10% HNO3 o teplotě 40 °C 
po dobu dvou minut. Protože jsme chtěli ověřit správnost výsledků z experimentů 
TiO2/1,2 mol. %Ag a TiO2/Ag 2,4 mol. %, bylo nutné stříbro odstranit a nanést znovu podle 
stejného postupu jako prvním případě. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Zjištění vhodného průtoku pro fotokatalytické reakce 
Před započetím experimentů bylo potřebné vyhledat vhodný průtok pro plánované 
fotokatalytické reakce. Nejvyšší zvolený průtok byl stanoven na 500 ml.min–1, dále byly 
zvoleny průtoky 300, 100, 75 a 50 ml.min–1. Intenzita záření byla nastavena na hodnotu 
1,0 mW.cm–2. Pro všechny experimenty byla zvolena kvasinka Hansenula anomala. 
Počáteční koncentrace buněk pro veškerá měření této části byla nastavena na hodnotu 
1000 CFU.ml–1. Odběry z reaktoru byly provedeny v časech 0, 15, 30, 45, 60, 90 a 120 minut. 
V každém čase byly odebrány tři vzorky, stanovení počtu buněk bylo provedeno kultivační 
metodou. Výsledky kultivační metody byly přepočteny na míru přežití. Míra přežití je 
definována jako poměr: 
MP = Nt/N0 (35) 
kde Nt je počet buněk v čase t, N0 je počet buněk v čase 0. 
 
Hodnoty míry přežití ukazuje tabulka (Tabulka 2). Grafy níže uvádějí průběhy rychlostí 
usmrcení buněk pro všechny průtoky (Obr. 12, 13). 
 
Tabulka 2 Míra přežití Nt/N0 pro všechny měřené průtoky 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Rychlost průtoku [ml.min–1] 
0 15 30 45 60 90 120 
50 1,00 1,07 0,94 0,94 0,49 0,06 0 
75 1,00 1,02 1,04 0,95 0,90 0,88 0,18 
100 1,00 1,23 1,02 0,85 0,65 0,53 0,19 
300 1,00 0,97 0,85 0,60 0,85 0,71 0,64 
500 1,00 1,02 0,90 0,60 0,82 0,64 0,46 
 
Jak je možno si povšimnout v tabulce či v grafu níže, u všech průtoků kromě 300 ml.min–1 
je hodnota míry přežití v 15. minutě vyšší než na počátku experimentu. Mikroorganismy se po 
tuto dobu pravděpodobně ještě rozmnožovaly, proto došlo k navýšení jejich počtu. Toto je 
možno ještě pozorovat v odběru po 30 minutách u vzorku průtoku 75 ml.min–1. 
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Obr. 12 Závislost míry přežití buněk na čase při průtoku 50 ml.min–1 a 75 ml.min–1  
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Obr. 13 Závislost míry přežití buněk na čase při průtoku 100 ml.min–1, 300 ml.min–1 a 500 ml.min–1 
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Na průběhu křivek míry přežití v závislosti na průtoku je možné sledovat rychlejší průběh 
fotokatalytické inaktivace kvasinek u nejnižšího průtoku (Obr. 12). Dvě nejvyšší nastavení, 
300 a 500 ml.min–1, mají podobný průběh, pravděpodobně zde nedochází k dostatečnému 
kontaktu vysoce reaktivních částic s buňkami (Obr. 13). Průtoková rychlost nastavená je tedy 
velice podstatným aspektem tohoto měření. Nutno vzít na vědomí i fakt, že v reaktoru jsou 
místa, která nejsou ozařována ani neobsahují vrstvičku oxidu titaničitého (gumové hadičky 
spojující trubice, skleněná baňka); zde může docházet k regeneraci mikroorganismů. 
 
Tabulka 3 Doba expozice potřebná k usmrcení 50 % buněk pro všechny průtoky 
Rychlost průtoku [ml.min–1] čas 50 % inhibice [min] 
50 60,5 
75 105,8 
100 84,5 
300 156,9 
500 117,6 
 
Vyšetřením průběhu závislosti času potřebného k usmrcení 50% buněk na rychlosti průtoku 
byl stanoven optimální průtok pro následující fotokatalytické reakce (Obr. 14). Časy 50 % 
inhibice (Tabulka 3) byly odečteny z grafů závislosti míry přežití na čase pro hodnotu míry 
přežití 0,5. Dle těchto časů se tedy jednoznačně nejvhodnějším z proměřených průtoků jeví 
rychlost čerpání 50 ml.min–1, a to usmrcením poloviny buněk za šedesát a půl minuty. Průtok 
100 ml.min–1 (Obr. 13) vykazuje pro MP = 0,5 nižší čas, než průtok 75 ml.min–1 (Obr.12), ale 
na konci měření se jejich hodnoty inhibice liší jen o 1% (Tabulka 2). 
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Obr. 14 Závislost doby expozice potřebné k usmrcení 50 % buněk na rychlosti průtoku 
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5.1.1 Změna počáteční koncentrace buněk 
Pro tyto reakce byl zvolen po předchozích experimentech průtok nejnižší, 50 ml.min–1. 
Intenzita ozařování byla stále udržována na hodnotě 1,0 mW.cm–2. Pro jednotlivé reakce byly 
přímou metodou spočítány počáteční koncentrace buněk, ty byly stanoveny na 500, 1000, 
1500, 2000, 2500 CFU.ml–1. Časy stanovené pro odběr vzorku byly 0, 15, 30, 45, 60, 90, 
120 minut. V těchto intervalech se odebíraly paralelně vždy tři vzorky, u kterých se nepřímou 
metodou sledoval počet narostlých kolonií po 48 hodinách inkubace při 28 °C. Experiment 
bez přítomnosti záření byl proveden pro koncentraci 1000 CFU.ml–1. Z průměrné hodnoty 
počtu vyrostlých kolonií na třech agarových plotnách, spočtené pro příslušné časy, byla 
vypočtena míra přežití mikroorganismů (Tabulka 4). Na obrázcích (Obr. 15, 16) jsou 
zaznamenány průběhy úbytku mikroorganismů pro koncentrace 500, 1000, 1500, 2000, 2500 
CFU.ml–1. 
 
Tabulka 4 Míra přežití buněk H. anomala pro různé počáteční koncentrace mikroorganismu 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace buněk [CFU.ml–1] 
0 15 30 45 60 90 120 
500 1,00 0,79 0,80 0,66 0,74 0,49 0,21 
1000 1,00 1,07 0,94 0,94 0,49 0,06 0 
1500 1,00 1,01 0,90 0,87 0,89 0,85 0,41 
2000 1,00 1,12 0,97 0,92 0,89 0,78 0,45 
2500 1,00 0,93 0,89 0,85 0,72 0,62 0,30 
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Obr. 15 Závislost míry přežití na čase pro počáteční koncentrace buněk 500 a 1000 CFU.m–1 
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Obr. 16 Závislost míry přežití na čase pro počáteční koncentrace buněk 1500, 2000 a 2500 CFU.ml–1 
 
 
V případě koncentrace 1000 CFU.ml–1 došlo v čase 120 minut k 100 % usmrcení všech 
buněk, tento výsledek byl lepší než pro nižší koncentraci 500 CFU.ml–1. Ovšem záleží na 
fyzickém stavu buněk, je možné, že pro různá měření se mikroorganismy nacházely v jiných 
fázích svého růstu, proto může být rychlost usmrcení pro vyšší koncentraci buněk vyšší, než 
pro koncentraci nižší. 
Níže jsou uvedena data získaná pro buňky, které nebyly ozařovány UV světlem, dále opět 
pro porovnání průběh inhibice při ozáření, stejná data jako výše, (Tabulka 5). Koncentrace 
obou měření je 1000 CFU.ml–1, rychlost průtoku 50 ml.min–1. Inhibice kvasinek bez ozáření 
dosahuje 30% po dvou hodinách protékání reaktorem.  
 
Tabulka 5 Míra přežití pro vzorky vystavené a nevystavené UV záření 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace 1000 CFU.ml–1
0 15 30 45 60 90 120 
Bez UV záření 1,00 0,86 0,85 0,80 0,79 0,80 0,71 
S UV zářením 1,00 1,07 0,94 0,94 0,49 0,06 0 
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Obr. 17 Porovnání získaných výsledků pro vzorek ozařovaný a neozařovaný, počáteční koncentrace 
obou byla 1000 CFU.ml–1 
 
 
Opět hodnota míry přežití v 15. minutě ozařovaného vzorku vzrostla, buňky se do této 
doby ještě rozmnožovaly. 
Experiment, který měl ukázat schopnost regenerace buněk po ukončení ozařování UV 
světlem, předvedl, že u námi zvolené kvasinky nedochází k obnově buněk po skončení 
působení UV světla. Buněčné tělo je zřejmě natolik poškozeno, buňka pravděpodobně ztrácí 
schopnost rozmnožování. Počáteční koncentrace byla 2500 CFU.ml–1, průtok 50 ml.min–1, 
míra přežití uvedena v tabulce (Tabulka 6). Reaktor byl ozařován po stejnou dobu jako u 
dřívějších měření (0–120 min); poté byl po stejnou dobu (120 min) ponechán pod vypnutou 
výbojkou při nezměněné průtokové rychlosti (Obr. 18). 
 
Tabulka 6 Míra přežití pro vzorky vystavené UV záření po dobu 120 minut a poté dalších 120 minut 
neozařované 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace buněk [CFU.ml–1] 
0 15 30 45 60 90 120 180 240 
2500 1,00 0,88 0,85 0,72 0,71 0,48 0,35 0,22 0,11 
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Obr. 18 Závislost míry přežití na čase pro vzorek ozářený (0–120 min) a tentýž vzorek po vypnutí 
fluorescenční lampy (120–240 min), počáteční koncentrace buněk 2500 CFU.ml–1 
 
 
Buněčná struktura u různých mikroorganismů, zvláště buněčná stěna, hraje důležitou roli 
 v účinnosti fotokatalytické inaktivace buňky. Buněčná stěna kvasinky Hansenula anomala je 
poměrně silná s pevnou strukturou, proto můžeme předpokládat, že odolává produktům 
fotokatalýzy (reaktivní kyslíkaté radikály) déle než jiné mikroorganismy. 
 
5.1.2 Fotokatalytická inaktivace kvasinek na Ag/TiO2 
Po proběhnutí předchozích měření byly na trubky rektoru naneseny ostrůvky kovového 
stříbra. Tento efekt může silně ovlivnit rychlost reakce. Stříbro má samo o sobě baktericidní 
schopnost. Bylo zvoleno 1,2 mol. % Ag a 2,4 mol. % Ag. 
 
5.1.2.1 Vliv 1,2 mol. % Ag 
Níže jsou graficky vyhodnoceny reakce (Obr. 19), provedené v reaktoru po nanesení 
1,2 mol. % stříbra. Byla volena počáteční koncentrace 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 
3000 CFU.ml–1. Intenzita ozařování byla stále udržována na hodnotě 1,0 mW.cm–2 a průtok 
nastaven na 50 ml.min–1. 
Časy stanovené pro odběr vzorku byly 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 minut. V těchto 
intervalech se odebíraly paralelně vždy tři vzorky, u kterých se nepřímou metodou sledoval 
počet narostlých kolonií po 48 hodinách inkubace a vypočtena míra přežití. Experiment bez 
přítomnosti záření byl proveden pro koncentraci 1000 CFU.ml–1. 
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Tabulka 7 Míra přežití buněk H. anomala pro různé počáteční koncentrace mikroorganismu po 
nanesení 1,2 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace buněk [CFU.ml–1] 
0 15 30 45 60 90 120 
500 1,00 0,16 0,08 0,15 0,07 0,04 0,02 
1000 1,00 0,66 0,53 0,53 0,48 0,29 0,24 
1500 1,00 0,18 0,15 0,13 0,09 0,06 0,01 
2000 1,00 0,97 0,82 0,87 0,79 0,68 0,52 
2500 1,00 0,85 0,84 0,52 0,76 0,52 0,33 
3000 1,00 0,61 0,67 0,67 0,59 0,47 0,41 
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Obr. 19 Závislost míry přežití na čase pro různé počáteční koncentrace buněk po nanesení 
1,2  mol. %  stříbra 
 
 
Tabulka 8 Míra přežití pro vzorky vystavené a nevystavené UV záření, 1,2 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace 1000 CFU.ml–1
0 15 30 45 60 90 120 
Bez UV záření 1,00 0 0 0 0 0 0 
S UV zářením 1,00 0,66 0,53 0,53 0,48 0,29 0,24 
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Obr. 20 Porovnání získaných výsledků pro vzorek ozařovaný a neozařovaný, počáteční koncentrace 
obou byla 1000 CFU.ml–1, 1,2 mol. % Ag 
 
 
Při těchto experimentech byly pozorovány zcela jiné výsledky, než jaké byly 
předpokládány na základě dřívějších pokusů na tomto poli, jak na Ústavu potravin, tak i  
v odborných článcích. Jak je možno si povšimnout z hodnot pro různé koncentrace, nedochází 
k rapidnímu poklesu koncentrace, ale k jejímu velice pomalému snížení vzhledem k délce 
pokusu. Výjimku tvoří počáteční koncentrace 500 a 1500 CFU.ml–1, kde došlo po 
120 minutách k snížení na 2%, respektive 1% z původního počtu buněk. Přitom velké snížení, 
v obou případech na přibližně 15% původní hodnoty, je možno sledovat už v prvním odběru 
po zapnutí, v 15. minutě. Proč se toto stalo právě pro tyto vzorky, není jasné, i když byly 
právě v jednom dni měřeny s těmito vzorky i koncentrace 1000 a 3000 CFU.ml–1. Ag může 
brzdit rekombinaci párů elektron-díra na povrchu TiO2 a zvyšovat tak mikrobicidní efekt12. 
Odlišný průběh reakce při koncentraci 1000 CFU.ml–1 v porovnání s koncentracemi 500 a 
1000 CFU.ml–1však není jasný. 
 
Experiment provedený ve tmě pro 1000 CFU.ml–1 přinesl výsledky, které nebyly vůbec 
očekávány. Všechny odběry uvedly nulové množství buněk přítomných na Petriho miskách 
po 48 hodinách inkubace. Možnost, že by došlo k 100 % inhibici po prvních minutách po 
zapnutí aparatury je velice nepravděpodobná. Zřejmě dochází k určitému speciálnímu druhu 
sorpce buněk na fotokatalytickou vrstvu ovrstvenou stříbrem. Podobný efekt byl sledován 
kolektivem Pratapa Reddyho. Avšak v této práci byl v systému přítomen navíc hydroxyapatit, 
zde přisuzují adsorpci bakterií (Escherichia coli) Van Der Wallsovým silám a 
elektrostatickým přitažlivým silám mezi Ca2+ hydroxyapatitu a zápornému náboji povrchu 
bakterií. Byly jimi pořízeny fotografie pomocí elektronového mikroskopu, které ukazují 
bakterie na povrchu fotokatalyzátoru47. 
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Pro kontrolu správnosti těchto dat byl experiment bez záření proveden znovu, výsledky 
byly totožné. Proto byla vrstva naneseného stříbra po proměření i 2,4 mol. % Ag odstraněna 
pomocí kyseliny dusičné a postup ovrstvení stříbrem byl zopakován. Před opětovným 
nanesením stříbra bylo zopakováno měření samotné vrstvy oxidu titaničitého bez záření. Tyto 
výsledky byly podobné jako první na počátku měření. Data získaná po zopakování neozářené 
vrstvy stříbra byla opět totožná. 
V našem případě není možné rozlišit nepřímým stanovením počtu na Petriho miskách 
nepřítomné a mrtvé buňky. Proto se zdá být nejpravděpodobnějším vysvětlením tohoto efektu 
silná adsorpce buněk na ostrůvky stříbra uvnitř trubek. Tento fakt byl potvrzen experimentem, 
při kterém se celý obsah reaktoru (250 ml) po 20 min. tmavé reakce přefiltroval přes 
membránový filtr s velikostí póru 0,45 μm, a při mikroskopickém vyšetření filtru se nenašly 
žádné buňky kvasinek. 
Po ozáření stěn reaktoru dochází k zápornému nabití ostrůvků stříbra; buňky tak 
pravděpodobně nejsou zadržovány. 
 
Byl uskutečněn experiment jako v případě samotné vrstvy TiO2, který poukazoval na 
neschopnost regenerace buněk po vypnutí lampy. Počáteční koncentrace kvasinky byla 
3000 CFU.ml–1, čerpadlo nastaveno na 50 ml.min–1. Reaktor byl ozařován po dobu 0–
120 minut a poté stejnou dobu neozařován (Obr. 21). Data pro tuto koncentraci jsou stejná 
jako pro koncentraci 3000 CFU.ml–1, zaznamenanou v tabulce výše (Tabulka 7), jen tento 
pokus byl jako jediný prodloužen na 240 minut, kde druhá polovina proběhla bez UV světla 
(Tabulka 9). Jak je možno sledovat v grafu, hodnoty 180. a 240. minuty jsou nulové. Oproti 
stejnému experimentu v předcházející kapitole došlo ke 100 % inhibici. 
 
 
Tabulka 9 Míra přežití pro vzorky vystavené UV záření po dobu 120 minut a poté dalších 120 minut 
neozařované 1,2 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace buněk [CFU.ml–1] 
0 15 30 45 60 90 120 180 240 
3000 1,00 0,61 0,67 0,67 0,59 0,47 0,41 0 0 
 
 
 
 
 
 
43 
 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
 UV záření
 bez UV záření
m
íra
 p
ře
ži
tí
čas [min]  
 
 
Obr. 21 Závislost míry přežití na čase pro vzorek ozářený (0–120 min) a tentýž vzorek po vypnutí 
fluorescenční lampy (120–240 min), 1,2 mol. % Ag, počáteční koncentrace buněk 
3000 CFU.ml–1  
 
 
5.1.2.2 Vliv 2,4 mol. % Ag 
Po druhém ovrstvení trubic stříbrem byly proměřeny koncentrace mikroorganismů 500, 
1000, 2000, 3000 CFU.ml–1. Tyto průběhy je možno sledovat na obrázku níže (Obr. 22). 
Intenzita ozařování byla 1,0 mW.cm–2 a průtok 50 ml.min–1. 
V této části měření byly sníženy časy odběru vzorků, u této koncentrace se předpokládalo 
velice rychlé usmrcení buněk, proto by bylo zbytečné měřit v době, kdy se v systému 
nevyskytují sledované kvasinky. Tento předpoklad se ovšem nenaplnil. 
Časy odběru byly 0, 5, 10, 15, 20, 30 minut pro nejnižší koncentraci 500 CFU.ml–1 a pro 
zbytek vyšších koncentrací byly odběry provedeny v 0., 10., 15., 20., 30., 60. minutě. 
Experiment bez přítomnosti záření byl uskutečněn pro koncentraci 1000 CFU.ml–1. 
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Tabulka 10 Míra přežití buněk H. anomala pro různé počáteční koncentrace mikroorganismu po 
nanesení 2,4 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace buněk [CFU.ml–1] 
0 5 10 15 20 30 60 
500 1,00 0,93 0,71 0,66 0,54 0,65 – 
1000 1,00 – 0,28 0,22 0,18 0,12 0,11 
2000 1,00 – 0,95 1,03 0,85 0,91 0,82 
3000 1,00 – 0,68 0,66 0,62 0,60 0,67 
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Obr. 22 Závislost míry přežití na čase pro různé počáteční koncentrace buněk po nanesení 
2,4 mol. % stříbra 
 
V této části je pro 1000 CFU.ml–1 oproti ostatním koncentracím dosaženo rychlejšího 
usmrcení buněk, hodnota pro tento počet kvasinek dosahuje ve 120. minutě 11 % z původního 
počtu. 
 
U nejnižší koncentrace buněk bylo pozorováno po inkubaci zmenšení kolonií. Tohoto si 
povšiml i Erkan a kol.48, kteří sledovali zmenšení kolonií u vzorků po ozáření oproti 
počáteční velikosti; v jejich případě nebylo na vrstvu TiO2 naneseno stříbro, ale paladium. 
Mikroorganismem, u kterého toto pozorovali, byla také kvasinka a to Saccharomyces 
cerevisiae. Přisuzují to oslabení přeživších. 
 
45 
 
Ozařovaní a neozařovaní 1000 CFU.ml–1 bylo rovněž provedeno. Na obrázku (Obr. 24) misek 
je vidět velký rozdíl mezi nultou a desátou minutou, v druhém případě není přítomná na misce 
žádná kolonie. 
 
Tabulka 11 Míra přežití pro vzorky vystavené a nevystavené UV záření, 2,4 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] Počáteční koncentrace 1000 CFU.ml–1
0 10 15 20 30 60 
Bez UV záření 1,00 0 0 0 0 0 
S UV zářením 1,00 0,28 0,22 0,18 0,12 0,11 
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Obr. 23 Porovnání získaných výsledků pro vzorek ozařovaný a neozařovaný, počáteční koncentrace 
obou byla 1000 CFU.ml–1, 2,4 mol. % Ag 
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Obr. 24 Srovnání narostlých kolonií, počáteční koncentrace 1000 CFU.ml–1, bez UV záření; pravá 
miska, čas 0 minut, 100 makroskopicky viditelných kolonií; levá miska, čas 10 minut, není 
přítomná žádná kolonie. Doba inkubace 48 hodin při teplotě 30 °C 
 
 
V tabulce (Tabulka 12) jsou uvedeny hodnoty pro koncentraci 5000 CFU.ml–1, která byla opět 
po uplynutí 60 minut ozařování po stejnou dobu ponechána pod vypnutou lampou. 
 
Tabulka 12 Míra přežití pro vzorky vystavené UV záření po dobu 60 minut a poté hodinu 
neozařované, 2,4 mol. % Ag 
MÍRA PŘEŽITÍ Nt/N0
Doba expozice [min] 
Počáteční 
koncentrace 
buněk [CFU.ml–1] 0 10 15 20 30 60 90 120 
5000 1,00 0,13 0,09 0,07 0,06 0,02 0 0 
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Obr. 25 Závislost míry přežití na čase pro vzorek ozářený (0–60 min) a tentýž vzorek po vypnutí 
fluorescenční lampy (60–120 min), 2,4 mol. % Ag, počáteční koncentrace buněk 
5000 CFU.ml–1 
 
 
Už v prvním odběru je snížena koncentrace kvasinek na 13% původní hodnoty, po 
60 minutách jsou to jen 2%. Po vypnutí fluorescenční lampy nedošlo ke zvýšení počtu buněk 
v systému. 
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6 ZÁVĚR  
 Vybraným mikroorganismem pro tuto práci se stala kvasinka Hansenula anomala. Tato 
kvasinka se svou silnou eukaryotickou stěnou odolává produktům fotokatalytické reakce 
déle než jiné mikroorganismy, nejčastěji zkoumané na tomto poli (např. E.coli). Byla 
vybrána také pro svou dobrou pozorovatelnost mikroskopem a dobrou kultivaci. 
 
 Přímou metodou, počítáním buněk na Bürkerově komůrce, se stanovila počáteční 
koncentrace kvasinek v průtočném rektoru. Prvním úkolem bylo najít vhodný průtok pro 
všechny následující fotokatalytické reakce. Pro jednotlivé reakce, jak pro měnící se 
rychlosti průtoků, tak posléze pro měnící se počáteční koncentrace buněk, byla stanovena 
míra přežití. 
 
 Z průběhu závislosti doby expozice potřebné k zabití 50% buněk kvasinky Hansenula 
anomala na rychlosti průtoku byl jako optimální průtok fotokatalytické reakce zvolen 
průtok 50 ml.min–1, intenzita ozařování zde a pro všechny následující reakce byla 
1,0 mW.cm–2. 
 
 Dále byly sledovány míry přežití pro různé počáteční koncentrace buněk, v případě 
koncentrace 1000 CFU.ml–1 došlo v čase 120 minut k 100 % usmrcení všech buněk. Pro 
tuto koncentraci byl proveden experiment i bez přítomnosti UV světla, došlo zde k 30% 
inhibici. 
 
 Bylo provedeno měření, které mělo ukázat schopnost regenerace buněk při nepřerušeném 
průtoku suspenze po ukončení ozařování UV světlem po 120 minutách. Získané výsledky 
dokazují, že u námi zvolené kvasinky nedochází k obnově buněk po skončení působení UV 
světla. Buňka není schopna se regenerovat. 
 
 Abychom snížili čas potřebný pro usmrcení buněk, byly na fotokatalytickou vrstvu 
naneseny 1,2 mol. % stříbra. Opět byly voleny různé počáteční koncentrace buněk 
v průtočném reaktoru. To však nepřineslo velké snížení času potřebného pro 
fotokatalytickou inaktivaci mikroorganismů. Výjimku tvoří počáteční koncentrace 500 a 
1500 CFU.ml–1, kde došlo po 120 minutách k snížení na 2%, respektive 1% z původního 
počtu buněk. 
 
 Srovnávací pokus pro 1000 CFU.ml–1 bez ozáření přinesl výsledky, které jsme 
nepředpokládali. Po 48 hodinách inkubace nebyly přítomny žádné kolonie. Možnost, že by 
došlo k 100 % inhibici po prvních minutách po zapnutí aparatury, se jeví jako 
nepravděpodobná. Proto bylo provedeno opakování měření, jak pro stejnou vrstvu stříbra, 
tak odstranění této a nové nanesení. Pravděpodobně zde dochází k silné adsorpci buněk na 
ostrůvky stříbra uvnitř trubek. 
 
 U fotokatalytické vrstvy obohacené 1,2 mol. % stříbra bylo také provedeno měření, 
pozorující schopnost regenerace kvasinek po ukončení ozařování, u zvolené koncentrace 
3000 CFU.ml–1 byla pozorována 100 % inhibice po ukončení temnostního pokusu. 
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 Koncentrace stříbra byla zdvojnásobena, byly naneseny 2,4 mol. % Ag. Pro koncentraci 
1000 CFU.ml–1 bylo dosaženo rychlejšího usmrcení buněk než pro ostatní koncentrace, 
hodnota pro tento počet kvasinek dosahovala ve 120. minutě 11 % z původního počtu. 
Bylo zde také pozorováno zmenšení kolonií pro koncentraci 500 CFU.ml–1; stalo se tak 
pravděpodobně z důvodu oslabení buněk. Opět  byla pozorována adsorpce buněk na 
fotokatalyzátor v případě neozařování fotoreaktoru. 
 
 Pro dvojnásobné množství stříbra byl také proveden experiment ve světelné i tmavé fázi, a 
to pro koncentraci 5000 CFU.ml-1. Už po 10 minutách byla snížena koncentrace kvasinek 
na 13% původní hodnoty, po 60 minutách na 2%. Po vypnutí fluorescenční lampy nedošlo 
k nárůstu počtu buněk, ale ke 100 % inhibici. 
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8 SEZNAM ZKRATEK 
° C    stupeň Celsia 
μl    mikrolitr 
μm    mikrometr 
AOPs    Advanced Oxidation Processes 
A    Akceptor 
CB    Conduction Band 
CCY    Slovenská národní sbírka kvasinek 
CFU    ColonyForming Units 
CFU.ml–1   ColonyForming Units na mililitr 
cm    centimetr 
D    Donor 
DNA   Deoxyribonukleová kyselina 
E.coli   Escherichia coli 
Eg    Energie zakázaného pásu 
eV    elektronvolt 
h    hodina 
H. anomala   Hansenula anomala 
hmot. %   hmotnostní procento 
m    metr 
mg    miligram 
ml    mililitr 
mm    milimetr 
mm2    milimetr čtvereční 
mm3    milimetr krychlový 
mg.cm–2   miligram na centimetr čtvereční 
ml.min–1   mililitr za minutu 
mol. %   molární procento 
MP    míra přežití 
MPa    mega Pascal 
mW.cm–2   miliwatt na centimetr čtvereční 
nm    nanometr 
Pa    Pascal 
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ppm    parts per million 
RNA    Ribonukleová kyselina 
UV    ultrafialové 
VB    Valence Band 
W    Watt 
WHO   World Health Organization 
W.m–2   Watt na metr čtvereční 
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